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Arznelmittel air Immuntherapie mallgner Tumoren 



Gegenstand der vorliegenden Anmeldungen slnd Zusammensetzungen, die 
sich insbesondere zur Immuntherapie mallgner Tumoren eignen, sowie Verfah- 
ren zu deren Herstellung und die Verwendung der Zusammensetzungen zur 
Herstellung von Arzneimitteln. 

Oblicherweise erfblgt die therapeutlsche Behandlung von Tumoren durch 
radikale Chirurgle, Chemo-, Radio- Oder Hormontherapie. Dlese Theraplen 
haben zahlreiche unerwQnschte Nebeneffekte und bringen erhebliche Be- 
lastungen fur den Patlenten mlt sfch. Oberdles werden bel einlgen Tumor- 
formen mit diesen Theraplen fast kelne Verbesserungen erztelt, so dass deren 
Anwendung In Anbetracht der Nebenwlrkungen nicht slnnvoll erschelnt. Dazu 
zShlen insbesondere mallgne Tumoren, maligne Melanome, Nlerenkarzinome, 
Darmkarzlnome und pankreaHsche Karzlnome. Daher liegt z. B. bel Nlerenkar- 
zinomen eine Sterblichkeltsrate von 85 % vor. 

In den letzfcen Jahren wurden verstSrkt Erkenntnisse Qber das komplexe Zu- 
sammenspiel zwlschen Tumoren und dem Immunsystem gewonnen. Dabel 
rQckten Strategien zur Behandlung von Tumoren In den Mlttelpunkt des Inte- 
resses, bel denen das Immunsystem stimuHert wlrd. Im Allgemelnen 1st es das 
ZJel solcher Theraplen, zu errelchen, dass das Immunsystem spezlfische 
Antigene von Tumoreellen erkennt, die bel gesunden Zelten nicht Oder in 
geringeren Mengen vorhanden slnd. Dies wlrd 2. B. durch die Appllkatlon elnes 
Arzneimittels errelcht, wle es In Anticancer Research [(1997) Nr. 17, Seiten 
2879 - 2882 und 3117 - 3120] beschrieben wlrd: Dabel wlrd einem Patlenten 
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Tumorgewebe entnommen und zu einem autologen Tumorzellenlysat 
verarbeJtet, welches dem Patienten Injiziert wfrd. Dies geschah in der 
Erwartung, dass gegen die Tumorantigene im Lysat ImmunltSt entsteht. Eine 
andere Strategie wind in der veroffentllchten Petencanmeldung WOA99/47687 
beschrieben. Dort wind offenbart, dass Patienten autologe-Antlgen 
prasentferende Zelien injiziert werden, die an ihren OberflSchen efne spezlelle 
Tumordetermlnante exprtmieren. 

Das Ziel von Tumortheraplen ist es nicht nur, die VergrdBerung von Tumoren 
und die Bildung von Mefcastasen zu verhindern, sondern auch deren 
ROckbildung zu ford em, Die Lebenserwartung des Patienten soli erhSht und 
dessen Gesundheit und Lebensqualltst verbessert werden. Ober den Erfolg von 
Immuntherapien ISsst sich zum Jetzigen Zeftpunkt fesfcstellen, dass die 
bisherigen therapeutischen Behandlungen lelder nur Bnzelerfolge Oder 
Teilerfiolge erzielen konnen, Bn grundlegendes Problem ist dabei, dass viele 
Tumqnmarker fn gewissen Differenzierungsstadien und In gewissen Mengen 
auch in gesunden Zelien vorhanden sind. Daher erfoigt die Aktlvlerung des 
Immunsystems gegen solche Tumormarker oft nicht fn dem gewGnschten 
AusmaB oder mit der erforderllchen SpezifltSt. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung war es, Arzneimlttef zur TUmortherapie zu 
entwickeln, die die oben genannten Zfele fn hohem MaSe erreichen. 
Tumortheraplen sollten bei Verwendung der erfindungsgemSBen Arzneimittel 4 
auch relativ schnell und elnfach durrhfQhrbar sefn. 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Zusammensetzung zur Immuntherapie 
von Tumoren. Die Zusammensetzung 1st durch eln Verfahren erti§ltlrch, In dem 
Tumormaterial bonltiert, zerkleinert und in eine gerelnigte Zellsuspenslon 
Uberfiihrt wird f die mit Interfieron-gemma und Tocopherolacetat Inkublert und 
eingefroren wird, wodurch eln Tumorzelllysat entsteht, und in dem Mcnoryten 
aus buffy coats oder aus VollbJut Isolfert werden, die anschlieSend durch Inku- * 
bation mit Zytoklnen zur Differenzierung zu dendritschen Zelien angereflt und 
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in das nichtadharente Stadium Qberfuhrt werden, wonach eine berechnete 
Menge das obigen eingefrorenen Tumorzelllysats autgetaut wird, als Antigen 
zugesetzt wird, Zytoklne zugesetzt werden, inkubiert wird und die entstande- 
nen reifen dendritischen Zellen geerntet werden. 

Unter der Bonitierung des Tumormaterials versteht man die makroskoplsche 
Beurteilung des Gewebes, nach der deutlich erkennbare Anteile an Fell-, 
Binde- und funktfonalem Nlerengewebe, BlutgefcBe sowie weitere nlcht- 
Tumorgewebe identlfiziert und in der Folge entfemt und verworfen werden. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform wird bei der Erzeugung der Zusammen- 
setzung autologes Tumormafcerlai verwendet. Bei der Erzeugung der Zu- 
sammensetzung werden zur Dlfferenzierung zu unreifen dendrftischen Zellen 
bevorzugt IL-4 und GM-C5F und/oder IFN-gamma zugesetzt. 

Die erfindungsgemaSe Zusammensetzung eignet slch insbesondere als Arznei- 
mittel Oder zur Herstellung eines Arzneimittels zur Immuntherapie. Arznei- 
mittel, die das erfindungsgemaBe Zelllysat belnhalten, werden bevorzugt 
intrakutan oder subkutan injiziert. 

Hit dem erfindungsgemaBen Arzneimittel konnen alie denkbaren Arten von 
soliden Turnorerkrankungen behandelt werden. Insbesondere eignen sich 
Arzneimittel, die die erfindungsgem&Be Zusammensetzung belnhalten, zur 
Behandiung von Tumoren, bei denen andere Behandlungsmethoden wenig 
erfolgrelch sind. Dies sind insbesondere neben anderen mallgnen soliden 
Tumoren mallgne Melanome, Nierenkarzinome, Darmkarzinome, pankreatische 
Karzinome, Lymphome, Bronchialkarzinome und gynSkologlsche Tumoren. 

Bel der Behandiung von PaHenten mlt dem erfindungsgemSBen Arzneimittel im 
Rahmen einer Tumortheraple wurden unerwartet ausgeprSgte positive Effiekte 
(Or die Patienten festgestelit. In uberraschendem AusmaBe konnte das 
Wachstum von Tumoren und die Metastasenbildung verhindert werden, wah- 
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rend die Ruckbildung von Tumoren gefSrdert wurde. Die Gesundheit, die Le- 
bensqualltat und die Lebenserwartung der Patlenten wurde deutiich erhSht. 
Wahrscheinllch kcinnen diese Effekte erzielt werden, well sich das erfindungs- 
gemaBe Arzneimfttei in wesentHchen Aspekten von den bekannten unterschei- 
det. Ein besonderer Unterschied zu vlelen bekannten Verfahren ist, dass dem 
Patlenten nicht etnfach Tumormarker appliziert werden, sondem dass diese in 
dendritischen Zellen als Vehikel direkt in das Immunsystem des Patlenten ein- 
geschleust werden. Uberraschenderwelse genOgt es dabel, den dendritischen 
Zellen In vitro ein krudes Zelllysat aus Tumorzellen zuzufflhren, wShrend nach 
WOA99/47687 antigenprasentierende Zellen mlt einem gereinigten Antigen 
versetzt Oder transfiziert werden. Das erfindungsgemSSe Verfahren 1st daher 
euch schneiler und einfacher durchfuhrbar als bekannte Verfahren. Dies 1st bel 
der Herstellung soldier Theraplestofle von besonderer Bedeutung, damlt dte 
Gefahr von Kontaminatlonen gering gehalten wird. Des weiteren hat das 
Zelllysat den Vorteil, dass das gesamte Antigenrepertoire elner Tumorzeile 
verfugbar ist 

Die vorliegende Erfindung betrlfft auch Verfahren air Herstellung eines Arznei- 
mittels, bel denen eine Suspension von Tumorzellen hergestellt wird, die 
Tumorzellen abgetotet werden und bei dem Monozyten aus Blut isoiiert wer- 
den, deren Dlfferenzierung zu dendritischen Zellen Induziert wird und die so 
gewonnenen "unreifen" dendritischen Zellen mit dem Zelllysat der abgetdteten 
Tumorzellen inkubiert werden, die Reifung der dendritischen Zellen Induziert 
wird und die "reffen 11 dendritischen Zeilen geemtet werden. 

Die Monozyten werden dabei bevorzugt aus buffy coats, aus 
Stammzeliseparation, aus Leukaphereseprodukten Oder aus Vollblut isoiiert. 
Die Differenzierung der Monozyten zu "unnelferT dendritischen Zeilen wird be- 
vorzugt durch Zytokine, IL-4 und GM-CSFlnduziert. Zur Induktion der Reifung 
von "unreifen" zu Yelfen" dendritischen Zellen eignen sich insbesondere 
Postaglandin E2 und TNF-a und/oder IL-lp und IL-6 zusStzlich zu IL-4 und 
GM-CSF, Die Herstellung der TUmorrellensuspension erfolgt 1m Allgemeinen 



durch Isollerung von Tumormaterial, welches gegebenenfells bonittert, 
zerklelnert und in eine gereinlgte Zellsuspension Qberfuhrt wlrd. In einer 
besonderen Ausfiihrungsfbrm des erfindungsgemSBen Verfahrens wlrd die 
Suspension von Tumorzellen aus autologem Tumormaterial hergestellt. In 
einer welberen bevorzugten Ausfuhrungsfdrm wlrd in der 
Tumorzellensuspenslon vor dem Abtdten der Tumorzellen die Expression von 
merobranstandigen Proteinkomplexen induziert. Die Induktlon erfolgt 
bevorzugt durch Interferon-gamma und Tocopherolacetat. Das Abtoten der 
Tumorzellen erfolgt Insbesondere durch Bnfrieren. Das Ernten der rdfen 
dendritlschen Zellen erfolgt bevorzugt bei Voriiegen typischer morphologlscher 
Merkmale (z. B. Segelbildung), beurteilt durch mikroskoplsche Kontrolle 
und/oder durch Charakterisierung von OberflichenantSgenen mlttels 
fluoreszierenden AntlkSrpem. Inhalt der Erflndung ist auch die Verwendung 
der beschrlebenen Zusammensetzung und ihre magllchen Ausfuhrungsforrnen 
zur Herstellung von Arznelmitteln zur Turn ortherapie. 

Die beschriebene Zusammensetzung und ihre moglichen Ausfahrungsfbrmen 
werden erfindungsgemaB auch zur Herstellung von Arznelmitteln zur 
Tumorimpfung verwendet 

AiififflhrunnsbeiSDtel 

Hgrstelluno i nAr zusammpnsetzunq ZUT T^mPrthfirPPfe 
A) Herstellung elnes Tumorzelllysats 

Zur Preparation des Tumorgewebes werden makroskoplsch deutlich erkenn- 
bare Anteile an nicht-Tumorgewebe wle Fett-, Blnde- und funkHonale 
NIerengewebe sowle Blutgefafle und nekrotisches Gewebe sorgsam entfemt 
und verworfen. Das ferBg praparierte Gewebe wlrd so Idein wle moglich zertetlt 
(StQckchen mit etwa 2-3 mm Durchmesser) und/oder herausgeschalt und 
anschlieSend mit dem umgebenden Medium In ein steriles S3eb (50-100 mesh) 
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uberfQhrt. Mit dem Giasstab werden alie im Sleb befinditchen 
GewebestQckchen unter langsamen ROhren ohne Druck durchpassiert. Die 
durchgetretenen Zellen werden mlt dem Medium (RPMI 1640) in ein steriles 
Becherglas QberfQhrt und die Gewebereste im Sleb erneut nach Zugabe von 
15 ml RPMI-Medium (RPMI 1640 mit 25 mmol HEPES) mit dem Glasstab 
passiert. 

Die Zettsuspension wird auf 45% Percollklssen aufgeschfchtet Dieser Schrltt 
dlent zur Entfernung eventuell vorhandener Erythrozyten und zur 
Anreicherung von mononukleiren Zellen auf dem Pereollkissen* Die beflQIIfcen 
Rohrchen werden zentrifugtert, und die Interphase mft den mononukleSren ^ 
Zellen wird abgesaugt, In ein RShrchen QberfQhrt, abzentrifugiert und mit 
WaCL-/Glucosel3sung gewaschen. Die Gesamtzahl vltaler Zellen wind 
mikroskopfsch mit Hilfe einer Neubauer-Zahfkammer nach Farbung der Zellen 
mit Trypanblau bestimmt. AuBerdem wird elne Zelftypfsierung durchgefiihrt 
mitTestsimplets® (Boehrfnger, Mannheim), dte sich elgnen, Karzlnomzelien In 
elnem schnellen FSrbeverfahren von anderen Zellen unterschefdbar zu 
rnachen. Nach Resuspension der Zellen In Natriumchlorid/GlucoselBsung wird 
Vitamin E (700 yg/herzustellender Dosis) und Interferon-gamma (1500 
2,E./herzusteliender Dosis) zugegeben. Der Ansatz wird im Wasserbad zwei 
Stunden be! 37°C inkubiert, zentriftjgiert und zweifach mit 
iNJatriumchlorid/Glucoseltisung gewaschen. Der Ansatz wfrd in Kryordhrchen 
alfquotiert und durch Hnfrieren bei - 85°C bis ± S°C in ein Tumorzelllysat 4 
uberfuhrt. Die Qualftatskontrollen umfassen die PrOfUngen gemaS der 
Spezifikation auf Zellzahl, SterllftSt und Devftalislerung. 

B) Herstellung der dendrttischen Zellen und der Zusammensetzung zur Tumor- 
therapie 

Venvendete Medien: 

Medium A: RPMI-Medium + 1 % autologes Plasma 

Medium B: Medium A + GM-CSF (800 U/ml) + IL-4 (1000 U/ml) 



Medium C: Medium B + TNF-a (1000 U/ml) + Prostaglandin £2 dug/ml) 

Die buff/coats aus frelgegebenen Blutspenden, aus Leukapheresen oder 
Vollblut aus dem Blutbeutei werden in ZentrifligenrBhrchen OberfOhrt und 
zentrifuglert. Die Interphase enthalt die mononukleSren Zellen(= buffy coat) 
und wird von den Erythrozyten (unten) und dem Plasma (oben) abgetrennt. 
Plasma und mononukleire Zeilen werden auf Lymphoprep® (Nycomed) 
aufgeschichtet und zentrifuglert. AnschlieBend werden Plasma und 
mononukleire Zeilen abplpettiert und emeut zentrifuglert. Das Plasma wird 
abgenommen und ffir den Ansatz der Medien verwendet Restllches Plasma 
wird bel + 2«C bis + 8°C aufbewahrt, urn eventuell zusatzllches Medium A 
herzustellen. Das Zellsediment wird mit NaO-Losung (0,9 %) zwelmal 
gewaschen und zentrifuglert. Vor dem zwetten Waschschritt werden vltale 
Zeilen nach Farbung mlt Trypanblau gezlhlt. Der Zentrifugationsruckstand 
wird in einer Zellkonzentration von 4x10* /ml in Medium A aufgenommen. Die 
Zellsuspension wird auf Petrischaten aufgebracht und fQr zwel Stunden bel 37 
•C +/- l°C/5 % C0 2 inkubiert. Es ertblgt mlkroskoplsche Kontrolle auf 
adharente Zeilen (Monozyten), wonach Medium A vorsichtlg abgesaugt wird, 
urn nlcht-adhSrente Zeilen zu entfernen. 

Zu den Petrischalen wird Medium B gegeben und bel 37°C +/- l°C/5 % C0 2 
inkubiert. Am Tag 1 wird Medium B abgesaugt und frisches Medium htnzu- 
gefOgt. Am Tag 2 wird Medium B part'ell (3 ml) abgesaugt und frisches 
Medium B (3 ml) hinzugefligt. Am Tag 5 erfolgt mikroskopische Kontrolle, ob 
adharente Zeilen in das nfcht-adha rente Stadium Qbergegangen slnd. Die 
Zeilen eines Ansatzes werden vereinigt und vltale Zeilen nach Farbung mit 
Trypanblau gezahlt Die Zeilen werden abzentiiruglert und in einer 
berechneten Menge (5x10 s /well/3 ml) in Medium C aufgenommen, wobef das 
Volumen einem Zehntel des Endvolumens entspricht, mit einer berechneten 
Menge Tumorzelllysat (5x10* /well/3ml) versetzt, homogenlsiert und fur eine 
Stunde bei 37*C +/- l°C/5 % C0 2 inkubiert, wonach auf das Endvolumen mit 
Medium C aufgefQIlt wird. Die Zellsuspension wird auf 6-well-PIatten 



ausplattfert und wefter bel 37*C +/- l Q Q/5 % C0 2 inkubiert. An Tag 6 und 7 
erfolgt mikroskoptsche Kontrolle: der Raifungsprozess der dendritischen Zellen 
deutet sich durch "Segelbildung" an. Am Tag 8 erfolgt bel ausgepragter 
"Segetbfldung" bel mikroskopischer Kontrolle das H Ernten w der reifen 
dendritischen Zellen. Die reifen dendritischen Zellen werden zentrifuglert und 
zweimal gewaschen. Oer Zentrifugationsrtfckstand wird In 0,9 %fger 
NaClLosung aufgenommen, vltale Zellen werden nach FSrbung mlt Trypanblau 
gezahlt und mit 0,9 % NaClLosung auf die gewunschte Zelbahl eingestellt 
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Patentanspruche 

1. Zusammensetzung ettiSitllch durch ein Verfahren, in dem Tumor- 
material bonitiert, zerkleinert und In elne gareinlgte Zellsuspenslon 
Oberfuhrt wlrd, die mlt Interferongamma und Tocopherolacetat inkublert 
und elngefroren wird, wodurch ein Tumorzelllysat entsteht, 

und in dem Monozyten aus buffy coats oder aus Vollblut Isollert werden, 
die anschlteGend durdi Inkubation mlt Zytokinen zur Diffierenzterung zu 
dendriascben Zellen angeregt und in das nlchtadhirente Stadium Ober- 
fuhrt werden, 

wonach elne berechnete Menge des oblgen elngefrorenen Tumorzell- 
lysats aulgetaut wlrd, als Antigen zugesetzt wlrd, Zytokine zugesetzt 
werden, inkublert wlrd und die entstandenen relfen dendritlschen Zellen 
geerntet werden. 

2. zusammensetzung nach Anspruch l, bel deren Erzeugung autologes 
Tumormaterlal verwendetwird. 

3. zusammensetzung nach Anspruch 1, bel deren Erzeugung zur Dlffieren- 
zierung zu "unretfen" dendritlschen- Zellen 1L-4 und GM-CSF zugesetzt 
werden. 

4. Arzneimltbel, enthaltend elne Zusammensetzung gemSB mlndestens 
einem der Ansprflche 1-3. 

5. verfehren zur Hersteltung eines Arznelmtttels, bel dem elne Tumor- 
zellensuspension hergestellt wTrd, die Tumorzellen abgetStet werden, 
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und bei dem Monozyten aus Blut isoliert werden, deren Differenzierung 
zu dendritischen Zellen indu2fert wind, 

und die so gewonnenen "unreifen" dendritischen Zellen mit dem Zell- 
lysat der abgetoteten Tumorzellen inkublert werden, die Reifung der 
dendritischen Zellen Induzlert wird und die "reifen" dendritischen Zellen 
geerntet werden. 



6. 



8. 



10. 



Verfehren gema6 Anspruch 5, bel dem die Monozyten aus buffy coats, 
Votlblut, Uukapherese Oder Stammzellseparation isoltert werden. 

verfahren gemSB Anspruch 5 und/oder 6, bei dem die Differenzierung 
der Monozyten zu "unrelfen" dendritischen Zellen durch Zytoklne, IL-4, 
und gm-csf mit oder ohne Interfteron-gamma Induzlert wlrd. 

Verfehren gemSS mindestens einem der AnsprOche 5 - 7, bel dem die 
Reifung von "unreifen" zu "reffen" dendritischen Zellen durch Prosta- 
glandin E 2 und TNF-ct und/oder mit IL1- § und IL-6 zusStzlich zu ii_-4 
und GM-CSF Induzlert wlrd. 

Verfehren gemaS mindestens einem der AnsprQche 5 - 8, bel dem die 
Tumorzellensuspenslon hergestellt wird, Indem Tumor-material isoliert 
und gegebenenfalls bonitlert, zerWeinert und In elne gereinigte Zell- 
suspenslon Oberfuhrt wird. 

Verfehren gemaB mindestens einem der Ansprilche 5 - % bel dem die 
Tumorzeliensuspension hergestellt wird, indem autologes Tumormaterial 
isoliert und gegebenenfalls bonitiert, zerklelnert und In elne gereinigte 
Zellsuspension GberfQhrt wird. 
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11. Verfahren gemaB mindestens einem der AnsprtJche 5 - 10, be! dem vor 
dem Abtoten der Tumorzellen in der Tumorzellensuspension die Expres- 
sion von membranstindigen Proteinkomplexen Induzlert wird. 

12. Verfahren gemSt* Anspruch 11/ bel dem die Expression von 
membranstandlgen Proteinkomplexen durch Interferon-gamma und 
Tocopherolacetat Induziert wlrd. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 5, bel dem die Tumorzellen durch Bnfrieren 
abgetotet werden. 

14. Verfahren gemaS Anspruch 5, bel dem die "relfen 11 dendritischen Zellen 
bei Vorliegen typischer morphologlscher Mertcmale (z. B- Segelbtldung), 
beurtellt durch mikroskopische Kontrolle, und/oder durch 
Charakterisierung von OberffSchenantlgenen mftfcels fluoreszierenden 
Antikdrpern geerntet werden. 

15. Verwendung der Zusammensetzung nach Anspruch 1 zur Hersteilung 
eines Arznelmittels mr Tumortheraple. 

16. verwendung der zusammensetzung nach Anspruch 1 zur Hersteilung 
eines Arzneimittels zur Tumorimpfung. 
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Zusammenfassung 



Inhalt der vorliegenden Erfindung 1st elne Zusammensetzung, verwendbar ate 
Arzneimitte! oder zur Hersteltung elnes Arznelmitteis zur Immuntheraple von 
Tumoren oder zur Tumorfmpfting. 

Die Erfindung umfasst auch Verfahren zur Herstelfung von Arzneimittefn zur 
Jrnmunthenapie von Tumoren oder zurTumorimpfung. 






